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Single nucleotide polynorphism（一468G to A）at the promoter region of
SREBP－1c associates with genetic defect of fructose－induced hepatic
lipogenesis
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（果糖による肝臓の脂質合成系の遺伝的差異はSRE寧P・1C遭伝子プロモーター傾城の・468塩
基の多型と関連する）
脾儀と目的］
商果糖食がメタポリックシンドロームを読替すると報告されてい、る。高果糖食は肝臓において、脂質合成系酵索
の発現を誘導する転写国子sterolreguJaLory el已mentbjndiJ］gPrOleiTI－1（以下SREBP－1）の発現を増埴し、脂質分解
系酵素を誘導する転写因子peroxisom叩rOli知aloractivatedrecepto川（以下PPAα）の発現を抑制する．そこで、食
事に対するこれら転写園子の反応性の遺伝的尭異を明らかにする目的車、近交系マウスを用いてメタポリックケ
ンドローム発症の系統差をスクリーニングし、肝臓におけるSREBP－1、PPARq発現との関連を検討した。
［方法］
1）5週齢の近交系マウスユ0系統を、コントロール食群と果糖をカロリ†比67飽含む高果糖食群に分け2ケ月間
pair・缶dした。さらにそれぞれの群を実験前日より18時間絶食するFaSting群及び12時間の抽食後2時間摂食さ
也、さらに4時間絶食するPostprandial群の2群に分けた．coJltrOl－Fasting瓢ConlroJ－PosIprandial臥FruCLose・FasLiJlg
群、Fmcto掛Poslprandial群の計4群における体重、脂肪重畳、血清脂質を系統別に比較検討した。2）各系統の脂
質合成分解系の転写因子のmRNA発鄭こついでノザンプロット法で検討した。ヨ）pBA佗N以下D2）及び
C且A〃N（以下CBA）について、初代肝細胞を用い、果糖およびインスリンによる脂質合成分解系の転写因子の
mRNA晃鄭こついてノザンプロット怯で検討した。サ）各系統のSREBP・1Cプロモーター領域の塩基配列牢比較し
た。5）CBAまたはD2・typeのプロモーターを組みこんだベクターとCBAおよびD2の初代肝脚包を用い、ルシ
1
フェラーゼアッセイにて果醇及びイ・ンスリンによるSREBP・lc活性化を測定した。由D　およびCBAの肝臓の該
蚤白を用いてSREBP・1eプロモータ一飯域への蛋白－DNA結合をゲルシフト法で検討した。
＼
（備考）1．論文内容要旨は、研究の目的・方法・結果・考察・結論の順に記載し、2千宇
′・程度でタイプ等で印字すること。
2．※印の欄には記入しないこと。
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［結果］
1）いずれの系統および系統聞においてコントロール食群と高果糖食群の摂餉丑には差がなかった。体重、血清脂
質ではコントロール食群と商果糖魚群間で有意差がない系統（C57BL伯N、C57BL伯J、DBAノ1JN、D2）と、高
果糖食群で増加する系統（C3HIHe、C3HIfIeN、C3HIHeJ、C3HIHeJ、BALBIcCr、C］iA）に分かれた。
2）・PPARαの肝でのmRNA発現に系統差はなかった。SRE］iP・1の肝でのmRNA晃卿まC3H膚e、C3H／HeN、
C3HmIeJ・C3王葦IHeJ、BALBIcCr、CBAにおいてFmctose・Po軸randial群でControl・Po叫randial群に比し
有意な増加が見られ走のに対し、C57B工J脚、C5711u弧DBAnJN、工2では差を認めなかった。果糖食に対す
る反応性の異なる典型的な系統としてD2及びCBAを選択し、以後の検肘に用いた。3）D2及びC且Aの初代培
泰肝細胞を用いた実験で臥高果糖刺激に対してC］3Aでは有意なSREBP－1mRNA発現の上昇をみたが，D2で
は無反応であった。インスリン刺激に対して軋双方ともSREBP・1mRNAの有意な上昇をみたが刀空ではC】3A
に比べ反応が低下していた。亜SREBP・1Cのプロモータ一俵域を比較すると、転写開始点より－468もpの塩基が、
CaH丑Ie、C3H任王eN、CaH！He、C3H／HeJ、BALB／cCr、CBAはグアニンであったのに対し、C57BU6N、
C57BL伯J、コ心AⅡ附∴Ⅲではアデニンであった。5）CBA由来の肝細胞ではCBA型BREBP・1Cプロ芋一夕ー
活性が果糖刺激により上昇したが、D2型プロモーター活性の増加はみち申なかった。一方、工2由来の初代肝細
胞では、D2及びCBA型のどちらのプロモーター活性も、果糖刺激により上昇しなかった．インスリン刺激では
D2及びCBA型のどちらのプロモーター活性も有意に上昇した。しかしC王姐由来肝細胞ではD2由来の肝細胞
に比べて活性増加の程度が大きかった。6）CBA由来の肝細胞より抽出した核蛋白を用いたゲルシフトアッセイよ
り、SREBP－1C遺伝子の・468塩基の塩基多型を認識し、・468A（D2型）に比し、・468G（CBA型）により結合親
和性の高い核蛋白の存在が明らかになった。転写園子データーペースの検索から、この塩基多型の存在する俵域
には転写因子AP4が結合することが示唆されたが、抗体およびAP4コンセンサス配列ヌクレオチドにより結合
が阻害されないことから、AP4以外の核蛋白の結合と考えられ、またDz由来の核蛋白ではその結合畳はCI3Aに
比較して低下していた。
［考案コ
高果糖食によって誘導される代謝鼻骨が、肝でのSREBP－1発現と関連することが京唆された。マウス系統間の
SmBP・1のmRNA発現の差は、従来より指摘されているインスリンの効果に加えて、果糖による直接作用が考
えられた。リポーターアッセイの結果よりCBAとD2の果糖に対する反応性の差は、SREBP－1Cプロモーターの
塩基多型に起因することが示されたが、インスリンに対する反応性には関連しないと考えられた。ゲルシフトア
ツセイの結果より、この塩基多型を認識して結合するAP4以外の核蛋白の存在が示唆され、D2由来の肝細胞で
は塩基多型による結合の低下に加え、蛋白の結合活性の低下の可能性も考えられた。
【結醇］　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・
多系統の近交系マウスを用いた本研究により、果糖に対する肝臓での脂質合成の遺伝的感受性の決定に
SREBP・1C遺伝子のプロモ「タ一領域の塩基多型が関与していることが示された。
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学位論文審査の結果の要旨
整理番骨
（学位論文審査の結果の要旨）
本研究は、複数の近交系マウスを用いて果糖によ惑メタポリックシンドローム誘導性の
遺伝的差異を検討したものである。その結果、以下のことが解明された。
1．近交系マウスは、高果糖食にて代謝異常をきたす系統（CBA、C3H、Balb侶）と請
噂されにくい系統（DB〟zn C57BL、DBAノ1JN）に二別された。
2．肝臓におけるSteroIR喝ulat0叩別ement・BindhgProtein・1（以下SREBP・1）の
mR由A発現に、代謝異常に一致した系統差があゥた．
3．SREBPIcのプロモーター値域を比較するとDBA佗Nで－468塩基部位にGからA
への変異が認められ、果糖に対するプロモーター活性の反応が消失していた。A変異
には結合しない、結合蛋白の存在も確認された。
こ甲ように本論文はマウスのSREBP・1Cプロモーター東城に果糖反応性の転写調節部位
が存在することを明らかにしたものであり、博士（医学）の学位論文に値する。
なお、本学位授与申請者は平成16年8月25日実施の論文内容とそれに関連した試問を受
1
hけ、合格と認められた。
（平坤J年夕月／酎
